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【背景および目的】   
 百日咳は、特徴的なけいれん性咳発作（ whooping cough）を特徴とす























がある。そこで百日咳患者血清が認識する PT、 FHA 以外の百日咳菌産生
タンパク質を検出し、診断用抗原としての可能性を考察した。  





クロマトグラフィー（ HPLC）で分離した。 OD210 および OD450 で溶出物質を
モニターした。黄色物質のピークに含まれた物質を、質量分析および紫
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外・可視吸収スペクトル測定に供した。  
（2）黄色色素の同定   
質量分析と紫外・可視吸収スペクトル測定の結果をもとにデータベース










度が 0.01×109 cells/mL となるように百日咳菌を植菌し、 36.5℃で 1～7
日間静置または振とう培養した。  
（5）リボフラビン添加によって誘導される菌体タンパク質の同定  
 10 µg/mL リボフラビン添加 S/S 培地で百日咳菌東浜株を培養し、リボ
フラビンの添加によって増加した菌体タンパク質を SDS-PAGE で検出し
た。当該タンパク質のバンドを切り出し、 ESI-MS/MS で同定した。  
（6）培養細胞への付着性  
 ヒト肺上皮細胞、またはヒト気管支上皮細胞をそれぞれ 6.0×105 
cells/well となるように植え、24 時間培養した。リボフラビンの特異的
阻害剤であるルミフラビンを 100 µg/mL となるように加えた Hank's 
Balanced Salt Solutions HBSS(-)に懸濁した百日咳菌東浜株を




百日咳菌を 100 µg/mL ルミフラビン加 DPBS（-）に懸濁し、 OD
650
を 1.0
に調整した。この菌懸濁液を 100 µg/mL ルミフラビン加 DPBS（-）で 30
倍希釈して攻撃用菌液とした。攻撃用菌液 50 µL をマウスに経鼻接種し


















リボフラビンを添加して培養した百日咳菌では、分子量 23 kDa のタン














2. 百日咳の新規診断用抗原の探索  
【方法】 
（1）ウエスタンブロット法  
百日咳菌全菌体タンパク質を 2 次元電気泳動 (2D-PAGE)に供した。  





ESI-ME/MS によって解析した。タンパク質の同定は MASCOT と NCBI BLAST
のデータベースを使用して行った。  
(3) 組み換えタンパク質の調製  
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 前項で検出されたタンパク質をコードする DNA 配列を PCR で増幅し、  
組み換えタンパク質として大腸菌に発現させた。  
(4) Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
 組み換えタンパク質に対する患者血清および健常人血清の抗体価は

















 百日咳菌が産生する GroEL、 ATP シンターゼβサブユニットおよび
PPIase は、その交差反応性が問題となり診断用抗原としては使用に堪え
ないものと考えられた。  
